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   The functional and quantitative alterations in cell cycle regulators after androgen depletion in an 
androgen-dependent cancer cell and the interaction between androgen receptor and cell cycle 
regulators were examined in order to clarify the initial response of cancer cells to anti-androgen 
therapy. Fluorescence activated cell sorter analysis (FACS) of androgen-dependent cancer cell line 
(SC-3) cells cultured with or without 1 nM dihydrotestosterone (DHT) revealed that suppression ofcell 
growth after androgen withdrawal was due to  G1 arrest. The protein level of cyclin  D1 decreased 
without any apparent change in the amounts of Cdk2, Cdk4, cyclin E or cyclin A. Among various Cdk 
inhibitors (CKIs) examined, p27 was upregulated at both mRNA and protein levels 24h after androgen 
depletion. On the other hand, cyclin E has been shown to increase the transactivation activity of the 
human androgen receptor (AR) in the presence of DHT. These results suggest hat cell cycle 
regulators are critical targets in the initial response of androgen-dependent cancer cells to androgen 
depletion and play a key role in the transcriptional activity of AR. 
                                             (Acta Urol. Jpn. 46: 763-767,2000) 

















対 象 と 方 法
[Antibodies]
用 いた抗体 は ヒ トサ イク リンD1,ラ ットサ イク リ
ンE,マ ウスサ イクリンA,ヒ トCdk2,ヒ トCdk4,
マ ウスp27ポ リクローナル抗体 でSantaCruz社か
らそれぞれ購 入 した.
[Cellculture]
SC-3細胞 はチ ャコール処理 された2%ウ シ血清 と
10nMDHTを 含 んだMEM培 養液(GibcoBRL,
LifeTechnologies,Inc.)で維 持 され た.実 験前 日に
SC-3細胞 を2×103/cm2で継代 し,翌 日0.1%のウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン(SigmaChemicalCo.)とInM
DHTを 含 んだDMEM/Fl2培 養 液(GibcoBRL,
LifeTechnologies,Inc.)に変 え,更 に翌 日を0日 と
し,lnMのDHT添 加 または非添加 した血清 を含 ま
ないDMEMIFI2培 養液 はそ れぞ れ置 き換 え実験 に





lnMのDHT存 在,非 存 在 下 で 培 養 さ れ たSC-3
細 胞 をPBSで 洗 浄 し,2mMEDTA(SigmaChe-
micalCo.)を含 むPBSで10分 処 理 し た.セ ル ス ク レ
イ パ ー で 細 胞 を 回 収 後,0.25%の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド(SigmaChemicalCo.)で固 定 し,0.2%Tween20
を含 むPBSにIOOμgのRNaseA(SigmaChemical
Co.)を 加 え イ ン キ ュ ベ ー ト し た.細 胞 を50μg/ml
のpropidiumiodide(SigmaChemicalCo.)で染 色
し,細 胞 周 期 の 解 析 に はFACSフ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー(BectonDickinson)を用 い た.
[Westernblotanalysis]
細 胞 抽 出 液 を10%のSDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル
に 展 開 し,ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン
(Amersham)にト ラ ン ス フ ァ ー し た.一 次 抗 体 に 上
記 抗 体 を 用 い,ECLkit(Amersham)に て 発 色 さ せ
た.
[Northernblotanaiysis]
SC-3か ら のRNAの 抽 出 に はRNAisolationrea-
gent(lsogen,NipponGcneCo.)を用 い た.各20
μgの 総RNAを 処 理 し,1%ア ガ ロ ー ス フ ォ ル マ ル
デ ハ イ ドゲ ル に 展 開 後,ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に トラ ン
ス フ ァ ー した.p27,p21の プ ロ ー ブ は マ ル チ プ ラ イ
ムDNAラ ベ リ ン グ シ ス テ ム(Amersham)を 用 い
[α一32P]dCTP(222Tbq/mmol)でラ ベ ル し た.ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は50%ホ ル ム ア ミ ドで42℃,24
時 間 施 行 し た.
[CATAssay]
発 現 ベ ク タ ー と し てpcDNA3-cyclinA,pcDNA3-
cyclinDl,pcDNA3-cyclinE,pcDNA3一βgalacto-
sidase,pSG5-AR,ARE-CATreporterplasmidを
用 い,ト ラ ン ス フ 幽 ク シ ョ ン は リ ン酸 カ ル シ ウ ム 法 で
行 い,効 率 を上 げ る た め に 細 胞 は ヒ ト不 死 化 線 維 芽 細
胞(MDAHO41)を 用 い た.ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後
18時間 で 細 胞 を 抽 出 し,ア ッセ イ に 用 い た.ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン の 効 率 は β一galactosidaseの活 性 値 で 調
整 し た.
結 果
[テス トステロ ン非存在下 における細胞増殖抑制 と細
胞周期 の変化]
SC-3細胞 をDHT(lnM)を 含む培地(黒 丸),含
まない培地(白 丸)を 用 いて培養 し,経 時的に細胞数
の変化 を測定 した(Fig.1).sc-3細胞 はDHTを 含
む培地 中で は指 数関数的 な増殖 を示 したが,DHTを
含 まない培 地中で は著 しく増殖が抑 制 された.ま た,
培 養開始後72時間以 降ではDHT添 加群 と非添加群
の細胞数 に有意差が認め られた,




















抑制 の メカニズ ムを明 らかにす るため,SC-3細胞 を
DHTを 含 む培地,含 まない培地 を用 いて培養 し,経
時的 に細 胞周期 変化 をFAcsに よ り検討 した(Fig.
2).DHTを 含 まな い培 地 で培養 開始 後24時間 よ り
GO/Gl期の細 胞の増加,S期 の細胞 の減少が認 め ら
れた.72時間の培養 に よりGO/Gl期の細胞 は43%か
ら69%に増加 し,S期 の細胞 は46%から13%に減少 し
た.し たが って,DHT非 存在 下 にお けるSC-3細胞
の増殖抑制 は,細 胞周期 のGl期 での停 止に よる もの
と考え られた,
[テス トステ ロン非存在下 におけるサ イク リンとサイ
クリン依存性 キナーゼ(Cdk)の発現 の変化]
細胞 周期のGl期 か らS期 へ の進行 にはサ イク リ
ンA,Dl,EとCdk2,4の 発 現変化が重要 であ り,
同 じホルモ ン依存性癌で ある乳癌 ではサイ クリンDl
とCdk4の発現 が重要 であ る ことは既 に報 告 されて
いる9)DHT非 存在下 におけ るSC-3細胞 のGl期
での停 止 に正の細胞周期制御因子サ イク リンA,Dl,
EとCdk2,4などの発現 変化が関与 しているか否 か を
検討 した.
各種サ イ クリン,Cdkの 蛋 白量 の変化 を ウエ ス タ
ンブ ロ ット法 に よ り調 べ た.Cdk2,Cdk4の発現 は
DHTの 有無 によ り変化 が認 め られなか ったが,サ イ
ク リンA,Dlの 発現 はDHT非 存在下で低下 した.
また,サ イクリンEの 発現量 はほ とん ど変化 しなか っ
た(Fig.3).
しか しなが ら,DHT非 存在下 にお ける細胞周期 の
停止 は培養開始後24時間よ り明 らか にな るのに対 し,
サ イクリ ンA,Dlの 発現 の低下 は48時間以降で のみ


































































































Cdk2 鋤 灘幣 脚 潮膨 勲 轍 勲
p27がお もにサ イ クリン/Cdk複合 体 に結合 し,Cdk
の活性 を低下 させ ることにより細胞周期 をGl期 に停
止 させ ていると考 え られた.
[アン ドロゲ ン受容体 の転写調 節におけ る細胞周期制
御因子 の関与]
アン ドロゲ ン存在,非 存在下 にお けるアン ドロゲン
受容体 の転写活性 に正の細胞周 期制御 因子サ イ クリ
ンA,Dl,Eが 関与 してい るか否 か をCATア ッセ
イを用 いて検討 した.














とに よりその活性 を阻害す る,負 の細胞周期制御因子
p21,p27などのCdkイ ンヒビ ターの関与 を検討 し
た.
[アン ドロゲ ン非存在 下 におけ るCdkイ ンヒ ビター
の関与]
Cdk2と複合体 を形成す ることによ りその活性 を阻
害す るCdkイ ン ヒビ ター,p21,p27のテス トステ
ロ ン非存在 下 にお けるmRNA,蛋 白の発現 をノザ ン
プロ ソト法,ウ エスタ ンブロ ット法 を用 いて調べた.
p27mRNAの発現 はDHT非 存在下で培養 開始 後
24時間よ り増 加 し,p21mRNAの 発現 はDHT非 存
在下で逆に減少 した(Fig.4A).
p27の蛋白量 はmRNAと 同様DHT非 存在下で培
養 開始 後24時間 よ り増 加 した(Fig.4B).しか し,
p21蛋白は検出で きなかった.



















































サ イク リンEはDHT存 在,非 存 在下で ア ン ドロ
ゲ ン受容体の転写 を活性化 したが,サ イクリンDlは
逆に抑制 した.ま た,サ イク リンEは 濃度依存性 にア
ン ドロゲン受容体の転写 を活性化 した(Fig.5).
考 察
前 立腺癌 のア ン ドロゲ ン依存性増 殖は核 内 レセプ
タースーパーフ ァミリーに属す るア ンドロゲ ンレセプ
ターを介 した転写調節 を受 けているが,そ の分子 メカ
ニズムは十分解明 されていない.核 内 レセプ ターを介
した転写活性化 による増殖 シグナルは最終的には細胞
周 期 に影響 を与 えるこ とか ら,最 近 では核内 レセプ
ター と細胞 周期制御 との関連が注 目されているD
細胞 はDNAを 複 製 し,細 胞 が2つ に分裂 してい
く過程(細 胞周期)を 繰 り返 しなが ら増殖 してい く.
酵母か らヒ トに至 るまでの真核動物 においてはサ イク
リ ン 依 存 性 キ ナー ゼ(cyclindependentkinase:
CDK)と いう一群 の リン酸化酵素 に よって細胞 周期
は巧妙 に制御 されている.本 酵素は活性サブユ ニ ット
であ るCDKと 調節 サ ブユ ニ ッ トであ るサ イク リン
の複合体で あ る.こ れ らのCDKは 何 種類 かの重要
な蛋 白質 をリン酸化することによってそれ らの活性 を
変 化 させ,そ の結 果 と して細胞増殖 サ イクル を進め
る,な かで もCDK4,6と 結合す るサイ クリンD1,
CDK2と 結合 す るサ イク リンA,EがGl期 に働 く
サ イ ク リンと して重要 で ある2)細 胞周期 の進 行 に
は,数 種のCDKの 活性化が必要であ り,そ のCDK
の阻害活性 を持つ一連の蛋 白質が,サ イクリン依存性




制 のメカニズムを調べるために,シ オノギ癌 細胞株4)
より確立 したア ン ドロゲン依存性癌細胞(SC-3)5)を
用 いて,ア ン ドロゲ ン除去後の変化 を細胞周期制御 の
観点 か ら解析 した.FACSを 用 いた解 析 か ら,ア ン
ドロゲ ン除去後,SC-3の増殖 は24時間で細 胞周期の
GI期 に停止 するこ とが分 かった.ア ン ドロゲ ン除去
後,サ イクリンDlは タンパ ク レベ ルでの発現 は減少
したが,こ の変化 は細胞周期 のGl期 における停止 よ
りも遅 い48時間から72時間で認め られた.ま た他 の正
の細胞周期制御 因子サイ クリンA,サ イク リンE,サ
イク リン依存性 キナーゼ(Cdk2,Cdk4)のタンパ ク
レベルでの変化 はなか った.一 方,負 の細胞周期制御
因子であるサイク リン依存性 キナーゼイ ンヒビターで
はp27がmRNAレ ベ ル,タ ンパ クレベ ルで共 に テ
ス トステロン除去後24時間で上昇 したが,p21は逆 に
減少 した.以 上 の結果はア ン ドロゲ ン非存在下で早期
よ り認 め られるp27発 現の増加 とCdk2と の複 合体
形成の促進 が,Cdk2活性 の低下 を介 して,細 胞周期
をGl期 に停止 させ たと考 え られる.
p27は細胞 をTGF一βで処理 した りあるいは細胞 に
接 触 阻害 を引 き起 こす と誘 導 され る,サ イ ク リ ン
E/Cdk2複合体に対す る阻害活性 の本体 として クロー
ニ ング され た6)p27を 細胞 内で高 発現 させ る と,
P21と同様 に細胞 はGl期で停止 す る.細 胞 内のP27
タンパ ク量 は細胞 周期 の進 行 に従 い大 きくは変化 せ
ず,比 較的一定 に保たれている.し か し,p27タンパ
ク質の量はユ ビキチ ンプロチ アソーム系 による タンパ
ク質分解で調節 されてお り,静 止期の細胞 では,増 殖
してい る細胞 に比べ てp27の ユ ビキチ ン化 活性 が低
い ということがわかってい る・ このこ とか ら,P27は
P21とは異 なる制御系 に より細胞周期制御 に関与 して
いる可 能性 も考 え られ る.最 近p27の 発現量 と前 立
腺癌,乳 癌 の関係が研究 され,P27の発現が高い と予
後が良い との結 果が報告 された7)P27の発現 量が低
い こ とは腫瘍 組織内で のp27の 分解 反応が高 い こ と
が示唆 される8)前 立腺癌の予後の悪 さがホ ルモ ン療
橋本,ほ か:前 立腺癌p27 767
法耐性 にあ るこ とか ら,前 立腺癌 組織内のp27の 発
現 量がホルモ ン依存性の指標 になる可能性 があ ると考
えられ る。 また,p27ノ ックア ウ トマ ウスの解析 か
ら,前 立腺肥大が発見 されてお り,こ れはわれわれの
仮説 に一致す るもの と思 われる9).
正 の細胞周期制御因子 であるサ イクリンD1が 同 じ
ホルモ ン依存性癌である乳癌 の増殖に重要であ り,乳
癌 患者 で増 幅,高 発現 が確認 されて いるlo)サ イク
リンDlを 高発現 させ た トランス ジェニ ックマ ウスの
乳 腺で は過 形成,癌 が発生 してい る1且,12>また,サ
イク リンDlが エス トロゲン受容体 の転写活性 をホル
モ ン非 依 存 性 に 高 め る こ と は既 に報 告 され て い
る10'13)一方,ア ン ドロゲ ン依存性癌 細胞増殖 の分
子 メカニズ ム,ア ン ドロゲ ン受容体 と細胞周期制御因
子 のシグナル伝達機構 についてはあま り知 られていな
い14」5)これ を元 にわれわれ は正 の細 胞周期制御 因
子 とアン ドロゲ ン受容体の転写活性 との関係 を解析 し
た.そ の結果,サ イクリンDlは アン ドロゲン受容体
の転写 を抑制 したが,サ イク リンEは 活性化 した.ま
たサイ クリンEは アン ドロゲ ン受容体 の転写調節領域
に直接結合 した16)
以上 の結果か ら,前 立腺癌の アン ドロゲン依存性増
殖,ホ ルモ ン療法耐性獲得の メカニズムに正 と負 の細
胞周期制御 因子が密接 に関与 している可能性 が示唆 さ
れた.
今 回はお もにGl期 に働 くサ イク リンとCdkイ ン
ヒビターについて解析 したが,今 後 さらに他 の細胞周
期 制御 因子 につ いて も検討 す る必要 があ る と思 われ
た.
結 語
前立腺癌のアンドロゲン.依存性増殖メカニズムにお
ける細胞周期制御因子の変化を基礎的に検討 した.
アン ドロゲン依存性増殖抑制にはp27とサイクリ
ンDlが,ま たアンドロゲン受容体を介 した転写調節
にはサイクリンEが関与していることが示唆 された.
最後に,第49回日本泌尿器科学会中部総会会長である大阪
大学泌尿器科奥山明彦教授には,今回発表の機会をあたえて
いただきましたことにあらためて厚く御礼申し上げます.
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